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En el presente trabajo se aislaron los inhlbidores
d€ tripsina del frijol negro (P. vulgaís) y se evaluó su
estabilidad térmlca. Los in hibidores fuero¡ aislados por
cromalografía de afin¡dad. obteniéndose, para los dos
ensayos realizados. 0,0020 y 0,002S g de inhibidos,
con facior€s de purificación d@ 71.42 y 67.61,
respectivameñlé. El producto obtenido fue sometido a
electroforesis, determinándose que casi la totalidad de
las proteínas presentes en el exlracto original qué no
t€nfan aotividad antitríplica, habian sido removidas e¡
el producto aislado. Sin embargo, el pat.ón
electroforético del producto oblenido no co¡ncidió con
el del extracto origiñal. Para evaluar la eslabilidad
tármica se compararon las bandaE eléckoÍoréticas
obténidas a partir de lr¡joles coc¡dos a presión
atmosférica a 0, 30, 60, 90 y 120 min- Paralelamente
se electuó un ensayo de actividad antifíptica para las
rnismas muestras de frijol. Con ambos mélodos, el
electrolorét¡co (cual¡tativo) y el de competencia
(cuantitativo) sB dete.minó quéalos 30 fiin. de cocción
106 inhjbidoros do hpsina habían sido ya destrufdos.
Del traba¡o real¡zado se concluyó que los
inhibidores d€ tripsina dslfrijol negro (P vulgatis)son
Írúltiples, aislándose 7 bandas con compodamiento
el€ctroforétjco distinto y que los inhibldores de tripsina
son inestables a un lratam¡ento de cocción a presión
almosférica a partir de 30 min.
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proteína para gran parte de la población (1).
A pesar de que as leguminosas conl enen 2-3
veces más proteína que los cereales (2), s!
degestibilidad proteínica és baja. Además, su contenido
de aminoá6idos azufrados es bajo y poseen susiancias
antitn!tricionaJes o lóxicas (3), Enlre estas suslancias,
las mas 
€studiadas son los inhibidores de fipsina. que
son proteínas que torman complejos eslequ¡omékicos
con Ja enzima inhibiendo competitivamenle 6u iunción
catalítica (4,5).
Un proceso adecuado de cocción aumenla la
digeslibilidad deprotefnas (6, 7, 8,). Este mgjorarniento
puéde ser atribuído, entre otros factores, a la
destrucc¡ón de inhibidores de tripsina. Sin embargoen
algunos inhibidores de trips¡na es posible, por
cromatogfafia de afin¡dad, separar s!s formas
presenles y evaluar su éslabilidad alcalor,
III- MATERIALES Y METODOS
MATERIALES,
Se util¡zaton fr¡joles ñegros (P vulgar,9 variedad
Ostúa coEechados en la Finca experimentalde INCAP
en dicíembre de 1991.
EXTRACCION OE INHIBIDORESI
E¡frijol crudo fue molído a un mesh de 60. De la
harina obteñida se pesaron 209 en dupllcado y se
extrajeron con 200 ml de agua destilada. Elextracto
tue cenlrifugado y lillrado-
PBEPARACION DE COLUI\,,INA TRIPSINA.
SEFAROSA El procedimiento para inmovil¡zar tdpsina
en sefarosa activada se efecluó de acuerdo al manuai
de Pharmacia Fine Chemicals de Cromalografia de
Afinidad (11), partiendo de 10 g de Sepharosa 48
II. INTFOOUCCION
El lrijol común (Phaseolus vulgais) es la sem¡lla
dg leguminosa nás consumida en Amérlca Latlna, y
const¡iuye uno de los principales proveedores de
I Licenciada en Quínica.
: ücrDciado en Biología Doctor en Bioqufmca, Jefe del Area
de Sisrenff Alimentmios, lnstituto de Nu¡nció¡ de Centro
Arnirica y Panam,í.
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activada con Bromuro dé Cianógeno (Sigma).
CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD: 150 ml de
extraclo fueron pasados por la columna d6 afinidad a
un ilujo de aproximadamente 60 ml/hr de acuerdo a la
técnica descrita por Chan y Lumen {f2).
DETEBI\,4lNAClON DE PFIOTEINA: La presencra
de prot€ína en toda6 las fraccionos eluidas de la co-
lumnay la cuanlificación delporcentaje de proteína del
producto de la cromatografla se determjnaron dg
acuerdo al rnéiodo dg Bradford (13).
DETERMINACION DE ACTIVIDAD INHIBIDORA|
La presencia de actividad antifíplica en,as lracciones
eluidas con KCI 0,1 M pH 2 y la medición de Cicha
actividad en fr¡joles cocidos a 0, 30.60, 90 y120min,
Se éfectuó de acuerdo al rnétodo de L¡u y Markakis
(14).
DIALISIS: Las sales presentes en la fracción
conteniendo inhibidores de tripsina fueron el¡minadas
por diálisis contra agua destilada,
ELECTROFORESIS: Para la determinación del
grado de pureza de ¡a muestra y para la séparación de
os iñhibidores presentes se llevó a cabo una
eLectrofo¡esis discontfnua en condicioñes nativas de
acuérdo a la lécn¡ca desc.ita de Dav¡s (15) dilizando
un gel concentrado al 3% de acrilamida y un gel
s€parador aI7.5% de acrilamida.
TINCION DEL GEL: La tinc¡ón cromática para
.-5velar los inhibidores de tripsina én el gel de
¿lectroforesis se hizo por la técn¡ca de Url€l y Berg€s
:6) con las mod¡f¡caciones real¡zadas por Koeppe y
..laboradores (14), Las bandas de prgteína se
_eyelaron por tinc¡ón con Coomasie-
TERMOESTABILIDAD: Se tomaron 5 muestras de
2ag de trjiol crudo €n duplicado. Luego se sometieron
a .¡..jón a 96'C y presión atmosférica por 0, 30, 60,
?: y 120 min. Las mueslras fueron e¡friadas
.-¿diatamente y l¡ofil;zadas. se pesó 1 g del
¡.&ado y s6 extrajo con 10 mldo agua d€stilada por
: -' Los extraclos se sometleron a el€ckoforesls
_",9árdose únicamente las bandas con act¡vidad
rnilr.j?. Se compa¡a.on las bandas obten¡das a part¡r
dé los 5 tiempos de cocc¡ón para deiermiñar si alg¡rna
de las bandas habia dgsaparecido y el tienpo de
cocción ai cual se l¡evaba a cabo dicha dadrucc¡ón.
La térmo8stabilidad también fue evaluada
cuantitativamente por med¡c¡ón de actiüdad aniilrlpt¡ca
en los exkactos de acuerdo a la técnica espectro-
fotométñca de Liu y Markakis {17).
IV, RESULTAI¡OS Y DISCUCION
CBOMAfOGRAFIA DE AFINIDAD: La curvá
oblenlda de la separación de los inhibidores de tdpsina
por cronatogralía de afin¡dad para los dos ensayos
realizados, se presenta en la figura 1. Los picos de
inhibición para laslracciones 5G75, s€ p.esentanJunto
a los picosde proteína, en las tiguras 2,3. De lafracción
con act¡v¡dad ant¡lríptica oblen¡da por cromatografía de
af¡nidad, dializada (para remover sales) y liofilizada, se
obluvieron 0.0020 y 0.0029 g de producto. Los datos
de la pu¡ificación aparecen en el cuadro 1.
ELECTROFORESIS: El producto de la
cromalografía de afinidad 6e corió junto al extracto
odg¡nal, obten¡éndose los patrones electrofcétioos que
se pr€sentan en la figura¡ 3. Los geles obten¡dos fuaron
revelados portinc¡ón cromática (bandas cla.as, fgndo
oscuro), que mueska ún¡camente las banda6 con
actividad antitlplca y portinción con Coomasie (bandas
oscuras, tondo claro), qu€ muestra lás bandas
corr€gpondienteg a prot€lna.
TERMOESÍABIUDAD: t-os valores obtenidos de
ac't¡vidad aítitrhtica medida de acu€rdo a la lécnica
espectrofotométrica de Uu y Markakis para los fiijo¡es
som€tidos a 0, 30, 90 y 120 miñ. D9 cocción. Se
observa el m¡smo paaón electroforéüco dol extracto,
obtenido en los g€les anteriores teñidos por actividad
(fig. 3), para €l tlempo d€ 0; mientras que para los
tiernpos de 30, 60, 90 y 120, no so obtwieron bandas
de ¡nh¡bición.
Elfactor de pu¡ificación obtenido en promedlo fue
de 69.52. Por la técnica de cromatografía de afinidad,
Rayas Duarte y colaboradofes reportafon un faclor de
13.8 6n la purjficación dé inhlbidoros d€ tripsinaa part¡r
de friloles blancos (fB). Whltaker y Sgarbieri reporlaron
un lactor de 60.1 en la pur¡ficac¡ón de ¡nh¡b¡dores de
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tripsina de frijoles rosados brasileños (en una primera
aplicac ón á la colLrm¡a) (1). W! y Whitaker reportaron
un factor de 30.8 en la purificación de inhibidores de
tripsina de Íriioles riñón {19).
El rendimiento de la purlficación r€alizadafu€ baja
debido a que la columna fue cargada con un exceso
de extracto original.
A parlir de el método de separación de inhibidores
de tdpsina por cromatogralía dé afinidad se obtuvo un
producto con alto grado de pureza a juzgar por la
conparación enlre las prot€ínas del extracto contra las
proteinas del producto obtenido. Todas las proleÍnas
qué están presentes en ol enraclo (f¡9. 3) pero que no
tieneñ actividad antitríplica no se obseruan en el
producto, a excepción de una muy débil que no €ntra
a¡ gel de separación. Esta banda tue observada
tamb¡én en una muestra patrón de inhibidor puro de
soya obtenida de Laboraiorios Sigma. Otros
investigadores hán observado ba¡das similares
déspués de pudiicar por cromaiog.afía de afinidad los
inh¡bidores dé tripsina de distintos materiales (1, 18,
20). Estas bandas carece¡ de aciividad antilríptica y
podrían deberse a adsorciones inespecíficas de
proteinas de alto peso r¡olecular, o a asociaciones o
polimerizacionés de los inhibidores de bajo peso mo-
lecular producl€ndo moléculas mayores que pierden
su actividad (1, 20). Las cantidades de inhibidor
oblenidos, (0.0020 y 0.0029 g pa1 la 1a y 2a
cromatrogralía, respectivamente) fueron insuficlentes
para L¡na subsecuente purllicación.
La fracción de inhibidores de tripsina del producto
de la cromalografía es múltiple, a juzgar por los
resultados oblenidos en eleckoforesis discontinua,
notándose que 3e separa en 6 bandas con aclividad
ant¡trfptica. La presencia de varios isoinhibidores en
distinlos materiales ha sido amp¡iam€nt9 documentada.
Por ejemplo, la fracción de inhib¡dores de tdpsina de
las semillas d€ amaranto contiene 13 insoinhibidores
(1 0); la de f rijol blanco, 1 1 (1 8); la de soya, Ííijol alado y
lrijol rosado, 8 (12,21,22); la de fruol lima, 6 (23); la de
frijolriñón,4 (19) y la de fr¡jol pinto y l€nteja,2 (24),25).
S€ ha obseNado que los inhibidorés detripsinade bajo
peso molecular pueden asociarse enfs sí {5, 18,20,
26, 27) produciendo dímeros, trineros o tekámeros,
l¡r que complica la est¡mación del número d€ formas
presenles ((28). El patrón eleclroforético delinhibidor
de tripsina obtenido por cromatograiía difiere al dol
extracto original. Estos resultados podrían indicar que
los inhibidores de tripsina presentes origiñalmente en
el extracto fueron modificados e¡ el proceso d€
purificación utilizado. La posibilidad de que haya
ocurido una proteóli6is de los inhibido.és por latripsina
présente en la columna es una explicación para dicha
modiiicación. Estos fesuliados concuerdan con otras
publicaciones en !as que se reportan moditicaciones
de los ¡nhibidores de tripsina por d¡gest¡ón enzimálica
durante el proceso de purificación (17,25, 26). Las
bandas débiles obtenidas después de lacromatogralia
podríañ significarque unaporción de los componente6
¡n¡ciales probablemenie sufrió alguna mod¡ficación en
su estructura con La consecuente dism nución de
actividad.
En cuanto a €stabil¡dad, ambas lécnicas, la
especfolotométrlca y la electrolorélica, indica¡ que los
iñhjbidores de tripsina del frijol negro de la variedad
esludiada fueron inesiablés a una cocc¡ón de 30
minutos. Hañza y colaboradores no encontraron
bandas electroíoróticas con actlvidad i¡hibidora gn
preparaciones de habas cocidas (29). Otros
investigadorcs han réportado una reducción subslancial
de aclivldad antitríptica en lrljoles romojados y
cocinados por 30 minutos (1 8, 30, 31 ). N4ueller y Weder
aisiaron iñh¡b¡dores de tr¡psina a part¡rde lentejas. Ellos
observaron que los inhibidores puros presentaban
ostabiLidad térmicai sin embargo, no detectaron
ninguna actividad anUlríptica al analizar las lentejas
cocinadas por tratam¡entos convenc¡onales (24).
A1 comprobarse que en lrijoles cocidos, los
inhibidor€s no ejercen actividad contra la kipsina, sLr
electo como agentes antinutric¡onales es anulado.
Estos compuestos podrÍan má6 bien ser beneficiosos
por su alto contenido decislina (2,6,25,32,33). Siendo
los fdjo¡es deficientes en am¡no ácidos azuf.ados, las
variedades con allos contenidos de inhibidores de
tripsina podrían contrafiegtar dicha def¡cieñc a,
mejorando así la calidad nutricionalde estas semillas.
Por otro lado, su papelde defonsa para la planta, coñ-
tra alaques de insecios y microorgañismos, podría
aprovechaFé desde elpunto de vista de mejoramiento
genético para p.oducir especies más resistentes.
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FIG. 1. PERFIL DE ELUCION DE 1NHIBIDOBES
I y ll CRON,'IATOGRAFIAS DE AFINIDAD
Fig. 3. ELECTROFORESIS DISCONTINUA DE
EXTRACTO Y PRODUCTO DE CROMATOGRAFIA
a exkacto l, tinción proteína: b producto l, tinción
proteína: c extracto l, tinción actividadi d producto l,
iinción activ¡dad: e extracto ll, tinción proteína: f
producto ll, tinción proieínai g producto ll, tinción
actividad: h extracto ll, linción aclividad.
Do.oe u 11= rncremen¡o ae 0
Fiq.4. BANDAS DE INHIBICION DE FRIJOLES
cocrDosA 0.30,60.90 Y 120 [.4INUTOSA PRESION
ATIVOSFERICA
a muestra 1.0 min: b muestra 1, 30 min: c muesfa 1,
60 min: d ñuestra 1. 90 minr e muestra 1, 120 min; i
rnuestra 2,0 min: g muestra2,30 min;h mueska 2,60
rin; I muestra 2. 90 n n: i mu€stra d. 120 nin.
o5
I CROMAIOCRAFIA 
_ 
II CROMATOCRAFIA
FlG.2. ELUC¡ON CON KCl0.1M pH 2
Y II CROMATOGBAFIAS DE AFINIDAD
-*- 
PROTi (595 nm)
- ---+- INHIB I (A 410 ¡m)
-E- PROT Il (A595 ¡m)
----€- INHIB II (A 410 nn)
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Cuadro 1. Datos de la Purificación de los lnhibidores de Tripsina de f rijol negro (P vulga¿s)
ioral
(I¡s) (mc)
Ac¡ividad
Antitríprica
(UTI/ng)
An¡itríptica
(Lm)
Actividad
Específica
(UTYng p)
de
l.kJ
Rendiniento
Purific¡ción
Prcducto I
Extacto II
hoducio II
20032.00
2.00
200400.00
2.90
3t93.10
0.22
3222.43
0.21
r22.5
6037.5
126.4
4¡148.3
2453920.00
12075.00
2533056.00
1435001
768 51
s4886.36
'786.01
53148.19
I
1r.42
I
6',7.61
r00.00
0.,f9
100.00
0.57
Cuadro 2- Actividad antitríplica de frijoles cocidos a
0, 30, 60, 90 y 120 min. A presión atmoslérica.
Tiempo de
cocción
(min)
ActividadAntit íptica
(UTVmg)
0
30
60
90
120
124.45
n.d.r
n.d.
n.d.
fI.d.
rno detectada
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